Разработка теста для определения оптической чистоты хиральных мономеров полиамидных миметиков нуклеиновых кислот by D. Prokhorov I. et al.
Вестник МИТХТ, 2010, т. 5, № 6 
 63
ХИМИЯ И ТЕХНОЛОГИЯ ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ И БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ СОЕДИНЕНИЙ 
УДК 577.113.3 
РАЗРАБОТКА ТЕСТА ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОПТИЧЕСКОЙ 
ЧИСТОТЫ ХИРАЛЬНЫХ МОНОМЕРОВ ПОЛИАМИДНЫХ 
МИМЕТИКОВ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 
Д.И. Прохоров, научный сотрудник, М.А. Льянов, аспирант, О.В. Есипова, 
доцент, С.В. Еремин, старший преподаватель, Ю.Г. Кириллова, доцент  
кафедра Биотехнологии и бионанотехнологии  
МИТХТ им. М.В. Ломоносова 
e-mail: pna-mitht@yandex.ru 
 
  
писан подход для определения энантиомерной чистоты хиральных мономеров α-полиамидных 
миметиков нуклеиновых кислот на основе L-аланина и L-глутаминовой кислоты прямым 
методом. Тест заключался в синтезе рацемической смеси для каждого мономера исходя из DL-
глутаминовой кислоты или DL-аланина, подборе системы для прямого разделения 
энантиомеров на хиральном сорбенте Диасфер-Chirasel-E методом ВЭЖХ и последующей оценке 
содержания основного энантиомера, полученного из L-аланина или L-глутаминовой кислоты. 
An approach for the determination of enantiomeric purity of chiral monomers of α-polyamide mimetics of 
nucleic acids is described. The test consisted of three steps: synthesis of each monomer as a racemic mixture 
from DL-Glu or DL-Ala, then selection of an eluent system for direct enantiomers separation on chiral phase by 
HPLC, and subsequent estimation of the amount of the major enantiomer obtained from L-Ala or L-Glu. 
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Модификации нуклеиновых кислот (рис. 
1А) направлены на увеличение специфичности 
связывания с ДНК или РНК, а, следовательно, 
на создание более быстрых и надежных методов 
диагностики и лечения генетических забо-
леваний. Значительную роль в этой области 
играют «классические» пептидно-нуклеиновые 
кислоты (ПНК, рис. 1Б) [1]. В настоящий 
момент одним из центральных направлений 
исследований является изучение следующего 
поколения ПНК – хиральных полиамидных 
миметиков нуклеиновых кислот (ПАНКМ). 
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Рис. 1. Структура ДНК (А), «классических» (Б) и 
α-хиральных (В) ПАНКМ (B =Ade, Gua, Thy, Cyt). 
 
Одним из способов хиральной дерива-
тизации «классических» ПНК является введе-
ние различных заместителей в α- или γ-поло-
жения N-2-аминоэтилглицинового (aeg) остова 
(рис. 1В). Наличие хиральности в структуре 
олигомеров aeg-ПАНКМ значительно улучшило 
селективность (чувствительность к некомпле-
ментарным основаниям) и эффективность их 
связывания с комплементарными олигонуклео-
тидами природного строения, а в некоторых 
случаях способствовало увеличению раствори-
мости и биодоступности данных соединений. 
Таким образом, было показано, что 
конфигурация оптических центров исходных 
аминокислотных остатков в составе мономеров 
и олигомеров хиральных ПАНКМ напрямую 
определяет их свойства (направление закручи-
вания спирали, стабильность образуемых комп-
лексов с нуклеиновыми кислотами и др.) [2]. 
Отдельной задачей при создании хиральных 
ПАНКМ является разработка методов контроля 
оптической чистоты синтезируемых соедине-
ний, как на стадии мономерного синтеза, так и в 
ходе олигомеризации на твердой фазе. Таким 
образом, актуальной задачей является разра-
ботка новых универсальных методов оценки и 
контроля оптических характеристик хиральных 
ПАНКМ.  
В настоящее время для анализа произ-
водных α-аминокислот успешно используют 
такие методы, как хроматография (прямой 
метод с использованием хиральных селекторов, 
разделение диастереомеров), ЯМР-спектро-
скопия с использованием «сдвигающих» аген-
тов и оптически активных дериватизирующих 
агентов [3, 4]. Однако открытым остается воп-
рос о разработке эффективных методов, позво-
ляющих работать с более сложными струк-
турами, содержащими в своем составе различ-
ные функциональные фрагменты (гетероцикли-
ческие основания, полярные группы и др.). 
О 
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Нами разработаны подходы к созданию 
метода определения оптической чистоты моно-
меров ПАНКМ с использованием ВЭЖХ на 
хиральном сорбенте. Для этих целей исполь-
зовали хроматографическую колонку, загружен-
ную новым гибридным сорбентом на основе 
силикагеля с иммобилизованным антибиотиком 
– эремомицином (Диасфер-110-Chirasel-E-PA (7 
мкм, 4×250 мм), ЗАО «БиоХимМак СТ»). Ранее 
было показано, что данный селектор обладает 
высокой энантиоселективностью по отношению 
к модифицированным α- и β-аминокислотам и 
их производным [5, 6]. 
На первом этапе исследования нами был 
осуществлен синтез α-замещенных мономеров 
ПАНКМ на основе рацемических аминокислот 
(DL-Glu и DL-Ala). Синтез данных рацематов 
осуществляли по разработанной нами общей 
стратегии, используемой для получения хираль-
ных мономеров ПАНКМ [7, 8]. В результате было 
синтезировано 8 мономеров с использованием всех 
4-х нуклеиновых оснований (рис. 2) 
Полученные соединения были охарактери-
зованы с использованием 1H-ЯМР-спектро-
скопии, их хроматографическая подвижность 
по данным ТСХ совпадала с подвижностью 
аналогичных L-мономеров. 
Следующий этап исследования заключался 
в подборе хроматографической системы раство-
рителей для оптимального разделения D- и L-
энантиомеров. Была проведена оценка энантио-
селективности выбранного сорбента в отноше-
нии синтезированных нами соединений 1a-d, 
2a-d. Для этой цели осуществляли подбор опти-
мального состава элюента (соотношение компо-
нентов и характер модификатора), а также 
детальное изучение влияние pH и ионной силы 
элюента на селективность хроматографического 
разделения. Наиболее подходящим для разде-
ления энантиомеров элюентом оказалась сис-
тема: 0.02 М ацетат аммония в смеси метанол–
вода, 9 : 1, pH 3.4. 
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№ R B № R B 
1a -CH3 Т 2a -CH2CH2COOBzl Т 
1b -CH3 СCbz 2b -CH2CH2COOBzl СCbz 
1c -CH3 ACbz 2c -CH2CH2COOBzl ACbz 
1d -CH3 GOBzl 2d -CH2CH2COOBzl GOBzl 
 
Рис. 2. Структура мономеров ПАНКМ, 
полученных на основе DL-аланина и 
 DL-глутаминовой кислоты. 
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Рис. 3. ВЭЖХ-хроматограмма гуанинового мономера (1d) ПАНКМ на основе DL-аланина. 
 
Для большинства синтезированных нами 
веществ в данных условиях наблюдалось 
энантиомерное разделение, но добиться полной 
селективности (расхождения хроматографи-
ческих пиков) нам не удалось. Однако при 
разделении некоторых мономеров, в частности, 
гуанинового мономера 1d ПАНКМ на основе 
DL-аланина (рис. 3), было зафиксировано разде-
ление не только энантиомеров, но также и 
ротамерных структур, возникающих в резуль-
тате затрудненного вращения вокруг амидной 
связи в структуре мономера ПАНКМ (рис. 4). 
Подводя итоги, следует отметить, что для 
эффективного и однозначного разделения 
мономеров ПАНКМ использование выбранного 
нами хроматографического носителя не 
является оптимальным решением. Сложность 
структуры синтезированных нами соединений 
требует дальнейшего поиска новых методов 
хирального разделения. Одним из возможных 
вариантов может быть использование других 
хиральных селекторов для ВЭЖХ, например, на 
основе хитозана. Также для решения 
обозначенной  проблемы  следует  использовать  
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Рис. 4. Образование ротамерных структур  
в молекуле ПАНКМ. 
 
методы, основанные на предварительной 
дериватизации анализируемых мономеров 
ПАНКМ оптически активными соединениями с  
последующим разделением полученных диа-
стереомеров хроматографическими методами, 
или с использованием ЯМР-спектроскопии для 
оценки энантиомерного состава. 
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